Introduction
RNA �������� �� a f���a����a� �������, wh��h ������b���� �� the structural and functional complexity of proteins and influences their regulatory role and tissue specificity (1, 2) . Splicing ��ha����� �� �x��� a�� ���������� �� b� ��������b�� f�� �h� ��������� �f �x���� ��q������ �� �h� ���� ��a�������. Th��� �� ���w��� �v������ �ha� ��������h���� �� h��h ���a�� �x���� splicing enhancers (ESEs) strongly influence the activity of ����a��-a�����a��� ����� a�� ����f� �h��� a�����a���� w��h ��ff����� �a�h������a� ���������� (3) . B����f���a��� ��������� are available for evaluating the efficiency of ESEs (4) .
I� ha� b��� ���v������ ��������a��� �ha� a �aj�� ���� �f ����a����� DNA ���h��a���� �� a�����a��� w��h �h� �����a���� �f a�����a��v� �������� (5, 6) . I� �h���� �h���f��� b� �x������ �ha� ��������h����, wh��h ����f� a G �� a C �� a C�G dinucleotide, affect the epigenetic profile in exonic sequences �ha� a�� ���� f��q������ f���� �� b� ���h��a��� (7) . I� ����� �f ����a��v� DNA ���h��a����, �a������a��� wh�� ���a��� �� ESEs, this would lead to allele-specific methylation differ-����� (8) . I� v��w �f �h� �������� ��������a��� ���a�� �f DNA ���h��a���� �� �h� �������� ������� (6) , �� �� a��� �x������ �ha� �x���� C�G ��������h���� �a� f���h�� aff��� ��������. Th� �������� �f ESE� a�� �h��� ���a��v� �������a� a�� �������ab�� b� bioinformatic analysis. Recent experimental evidence verified �h� ����������� �f �h� ������a����a� ������� w��h �x�������-�a��� �b���v�� �x�� ��������� ����� a �������� (9 ��������� ESE� �f ����a��-a�����a��� ����� a�� �f �a������a� ������a��� (10, 11) . Ba��� �� �h�� �v������, va����� ������� hav� f������ �� ������� va��a����� (SNP�) a� C�G�, wh��h �a� b� ��������b�� f�� �������������� �� va����� �a�h������a� ����������, ��������� ���� 2 ��ab���� (T2D) (11, 12) . T2D �� a ���ab���� �������� �ha�a�����z�� b� h��h ������� b���� ��v��� a�����a��� w��h ������� ������a��� a�� ���a��v��� ��w ��v��� �f �������. T����h�� w��h �b�����, b���� h����������� a�� h������������a, T2D �� ��� �f �h� ���� f��q���� �����-����� a�����a��� w��h ���ab���� ��������, wh��h �� ��������� ���������� a �aj�� �a��� f�� �a����va����a� ����a��. G������ association studies for the identification of SNPs associated w��h �h��� ����a��� a�� ���f����� b� ������-w��� a�����a���� ����� (13) . H�w�v��, �h� �������� ����������/��������-a�����a��� ���� �f �h��� SNP� ha� ���, �� �h� b��� �f ��� k��w�����, b��� a��������, ������� ���v���� �v������ �ha� �h� �x�������� �f ��ff����� �������� ���f���� �� a �aj�� fa���� f�� ����a�� a���-��a���� �v�� �� �h� h�����z����� ��a�� (14, 15) .
I� v��w �f �h� ab�v�, a b����f���a��� a�a����� �f ������-���� SNP� �� a�� T2D-a�����a��� ����� (11) wa� ���f����� �� �h� ������� ����� �� ������f� ��������� C�G-SNP�, wh��h ��������� �aj�� ����f��a����� �� �h� �������� �������a� �f �x���� ��q������, wh��h �a� b� ��������b�� f�� T2D. Th�� analysis identified two principle CpG-SNPs, rs5404 in solute �a����� fa���� 2, ���b�� 2 (SLC2A2), a�� ��3749166 �� �a��a�� (CAPN10), a ���b�a�� �����a��, wh��h �� ��v��v�� �� ������� ��a�������� (GLUT)4 ��a�����a���� (16). ��3749166 (A>G) �� ���a��� �� �x�� 11 �f �h� CAPN10 ���� a�� ��5404 (C>T) �� �x�� 5 �f �h� SLC2A2 ����. Th� �w� C�G-SNP� ��������� ���������� �ha���� �� �h� ESE ����� (�������� �������a�) �f �h� ������������� �x���� ��q������ �� �h��� �����. Th� a�����a���� �f CAPN10 SNP w��h T2D �� �a������a�, ha� b��� a�������� �� ���v���� ������� (17) (18) (19) (20) (21) (22) .
I� �h� ������� �����, �h� a�����a���� �f �h��� �w� ���������� C�G-SNP� w��� a�a��z��, wh��h ���������� �h� ���a���� �ha���� �f �h� �������� �������a� �� �h� ������������� �����, w��h T2D a�� ��h�� ���ab���� ��������-a�����a��� �a�h����-��a� ���������� (a�����a� h����������� a�� �b�����). I� a�������, �h� �����b����� �ha� �h�� a�����a���� ���h� b� �b���v�� ���� �� �h� h�����z������ ��a�� �f �h��� SNP� wa� ��v�����a���.
Materials and methods
Study population. Th� ��v�����a��� �����a���� �������� 99 ���-��ab���� ������� �a������a��� (Tab�� IA) a�� 71 T2D patients (Table IB) . Participants were classified as having T2D ba��� �� �h� A�����a� D�ab���� A�����a���� �������a (23) a� follows: i) ≥126 mg/dl fasting plasma glucose concentration; ii) glycosylated plasma hemoglobin (HbA1c) ≥6.5%; iii) insulin ���; �v) ��� �f ��h�� ��ab���� �����a����. A�� �a������a��� ���v���� �h��� �����a� fa���� h������, ���k��� hab��� a�� ����a�� ��f���a����, f����w�� b� w������ ��f����� �������. 260 /OD 280 �� ab�������� �a��� ����� a� E�������f B���h��������. G������ ��q������ ����a����� SNP� (��3749166 a�� ��5404) w��� a����f��� b� DNA �������a�� �ha�� ��a����� (PCR) ����� P�a����� Taq DNA polymerase (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.). The PCR conditions for rs3749166 amplification were as follows: 94˚C for 2 min, 35 cycles of 94˚C for 45 sec, 60˚C for 45 sec and 72˚C for 1.5 min followed by 72˚C for 10 min. A forward primer (5'-CAGGTCCCAGAGGGTGGAA-3') a�� a ��v���� ������ (5'-CAGGTAGGTGGAGGGCACAA-3') w��� ���� f�� a����-f���� a 153-b� f�a����� ����a����� SNP ��3749166. A 344-b� fragment containing SNP rs5404, was amplified by PCR using a f��wa�� ������ (5'-TCAGGGAGGGGCTTTCATTC-3') a�� a ��v���� ������ (5'-CAGTCAGGGAGGGACGAGA-3') ����� the following conditions: 94˚C for 2 min, 35 cycles of 94˚C for 45 sec, 58˚C for 45 sec and 72˚C for 1.5 min followed by 72˚C f�� 10 ���. P����� ������ wa� fa�����a��� b� P�����-BLAST (h����://www.��b�.���.��h.��v/�����/������-b�a��/), a� ������ ������ ��������� ���� (24) . Tw��v� ����������� �f �a�h PCR ������� w��� ���a�a��� (70 V/�� f�� 20 ���) �� a 2% a�a���� ��� a�� v���a��z�� ����� ��h����� b������ ��a�����. I� a���-tion, the PCR products were purified using a PureLink PCR Purification kit (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.), a�������� �� �h� �a��fa������'� ������������. Th� ��q����� �f �h� ����f��� PCR �������� wa� v���f��� b� ��������a� ��q����� a�a����� (VBC-B�����h S��v��� G�bH, V����a, Tab�� I. G�������� a�� �������������a� �a�a������ (a��, ������, BMI, ���ab����, fa���� h������, ���k��� ��a���, ����a�� ���������� a�� a�����a����� ����a���) �f ���-��ab���� ������� ��bj���� (Tab�� A) a�� T2D �a������ (Tab�� B).
A 
Results
Clinical data and statistical analysis of epidemiological parameters. S�a������a� a�a����� �f �h� �a�a f��� T2D �a������ a�� ���-��ab���� ������� ��bj���� (Tab�� II) ��������a��� �ha� among the T2D patients, fasting glucose levels and ΗbΑ1c were significantly higher (P<0.0001); however, there was no ������a���� w��h a�����a����� ����a���, ���h a� a�����a� h����-������� �� h������������a. B� �����a��, LDL a�� ������������ Tab�� II. S�a������a� a�a����� �f �������������a� �a�a������ �f ����v���a�� �������� �� Tab�� I. Of �h� 48 PGP ���-��ab���� ��������, 27 a�� �a�� a�� 21 a�� f��a��. Th� ��a� a�� �f �h� 48 PGP ���-��ab���� �������� w��h ��� �� �h� �w� ��������h���� �� 59.4 ��a�� (SD=10.5).
b Of �h� 23 PGP T2D �a������, 21 a�� �a�� a�� 2 a�� f��a��. Th� ��a� a�� �f �h� 23 �a������ w��h ��� �� �h� �w� ��������h���� �� 56.7 ��a�� (SD=11.2). T2D, ���� 2 ��ab����; PGP, P�����a� G����� P��j���; SD, ��a��a�� ��v�a����. levels were significantly higher among T2D patients (P<0.0001; P= 0.0052) and HDL levels were significantly lower (P<0.0001). Th� �b���v�� a�� ��ff������ a���� T2D �a������ a�� ���-diabetic control subjects was significant (P<0.0001), potentially b��a��� �h� �aj����� �f ����v���a�� w��h T2D a�� ��a������ a� a� ����� a�� (�a�a ��� �h�w�). A�� ��h�� �a�a������, ���h a� ���k��� ��a���, ��� ��� ��ff�� a���� T2D �a������ a�� ���-��ab���� ������� ��bj���� �� �h� ������� �����.
Genotype frequencies for rs3749166 and rs5404 SNPs in T2D
patients and non-diabetic control subjects. Th� ��3749166 polymorphism was detected by PCR amplification (data not �h�w�) a�� ��q������� �f a 153-b� PCR f�a�����, wh��h �������� �h� SNP (F��. 1A). S����a���, a 344-b� f�a�����, including the rs5404 SNP was amplified by PCR (data not �h�w�) a�� a�a��z�� b� ��q������� (F��. 1B).
Th� ��3749166 a�� ��5404 f��q������� f�� �h� G���k T2D �a������ a�� ���-��ab���� �������� a�� ����a��z�� �� Tab�� III. S�a������a� a�a����� �f �h��� �a�a ��v�a��� �ha� ���� �h� h�����z����� ��3749166 �������� (AG, �a���a��� ����������) wa� a�����a��� w��h T2D, wh��� �h� ���������� �������� (GG) a���a��� �� b� ��������v� f�� �h� ����a�� (P=0.0262; Table IIIA) . A more significant positive correlation wa� �b�a���� wh�� �h� PGP �a�a w��� ��������a��� ���� �h� ����� (P=0.0039; Tab�� IIIA).
A�a����� �f �h� ��5404 ��������h��� f��� �h� �w� ���� �f �a�a ��v�a��� �ha� �h� h���z����� TT �������� wa� ��� observed, although the CT frequency was significant (21.28% �� T2D �a������ a�� 34.69% �� ���-��ab���� ������� ��bj����) a�� �ha� �h� T �������� �a� b� ��������v� f�� �h� ����a�� (Tab�� IIIB; P=0.0205 a�� P=0.0258).
F��a���, �h� a�����a���� �f �h��� ��������-aff������ ����-���� ���b��a����� w��h TD2 wa� a�a��z��. Th� ������� a�� ��������� �� Tab�� IIIC a�� ��v�a� �ha� ���� �h� AG/CC ����-���� �� �������� a�����a��� w��h T2D �� a�� �a��� �xa����� [G���k: P=0.004 a�� ���� �a��� (OR), 3.11; PGP: P=0.0008 a�� OR, 2.67]. F���h������, �h� GG/CC a�� AG/CT ����-����� �a� b� ��������v� f�� �h� ����a��. I� a�������, �h� T a����� wa� ��f��q���� a���� ����v���a�� wh� w��� h���z����� f�� ��3749166 (GG/CT ���������� ��������).
Tab�� III. S�a������a� �va��a���� �f (A) ��3749166 a�� (B) ��5404 SNP f��q������� a�� ��������� a���� ���a� a�� G���k T2D �a������ a�� ���-��ab���� ��������. (C) A�����a���� �f �b���v�� ��3749166 a�� ��5404 �������� ���b��a����� w��h ����a�� a���� ���a�, a�� G���k T2D �a������ a�� ���-��ab���� ������� ��bj����.
A, ��3749166 ��������� S�bj��� AA, � (%) AG, � (%) GG, � (%) Association of the rs3749166/rs5404 genotype combinations with glucose metabolism. A���h�� ������ �ha�a��������� a���� �a������ �f �h� AG/CC �������� (����a��-a�����a���) is the presence of high HbA1c levels (≥8.5%) (Table IV; P=0.0002, OR, 5.10) a��h���h ����h�� �f �h� ��������h���� wa� f���� �� b� ������������� a�����a��� w��h �h� T2D �������a (���va��� fa����� ������� ��v��� a�� HbA1�).
Discussion
E�����a���� �h� ���a�� �f ���������� ���������� SNP�, �a������a��� �h��� ��v��v�� �� �h� �����a���� �f a�����a��v��� ������� �x���, �� ������a� f�� �������a����� �h� �a�h�������� �f ������x ����a���. Th� ��������h���� �������� �� �h� ������� ����� w��� �������� �� �h� ba��� �f �h��� ���������� �ha�a���� a�� b��a��� �h�� a�� �h� ���� ���������� SNP� �������� ����f���� �h� ��������-a�����a��� �x���� ��ha����� a�����a��� w��h ������� ��a������ (11) . CAPN10 a�� GLUT2 �a������a�� �� ����������a�� ��a�������� �������, wh��h ���h� b� �x������ �� a�� �� a ��������� �a����. CAPN10 �� a T2D-a�����a��� �����a��, wh��h fa�����a��� �������-������a��� GLUT4 ��a�����a���� v�a ��� a���v��� �� �h� ����a� ��������� �a�hwa� (16) . A��h���h �h� a�����a���� �f ��3749166 w��h T2D ha� b��� �h� ��bj��� �f va����� ��v��w� a�� ���a-a�a����� studies, it is still questioned if it may influence the development �f T2D ������������� �� �� ���b��a���� w��h ��h�� CAPN10 ���� ��������h���� (17, 18) . F���h������, �h� ������ SNP ��v�����a��� �� �h� ������� �����, ��5404 �� SLC2A2, ha� b��� �va��a��� �� a�����a���� w��h T2D (19-22) ; h�w�v��, �h� �b�a���� ������� w��� �����a�������. I� ����a�� ������� (20,21) a significant risk was observed among homozygotes, which was �����a� �� �h� ������� �������, wh��� �� a���h�� ����� (19) �h� ����� a����� wa� f���� �� b� a�����a��� w��h �����a��� ����a�� ���k a�� w��h ������� ������a���a� ������� ��v���. T� �h� b��� of our knowledge, the present study is the first to provide a ������h����v� ���������� a�a����� �f �w� SNP� (��3749166 a�� ��5404) ����� ��v�����a����, wh��h a���a� �� b� ������a� f�� �h� �������� �f ����� ��v��v�� �� ����������a�� ������� ��a������ �������. C�����a����a� a�a����� ha� �h�w� �ha� �h� �w� ����-����h���� �����f��� w��h �������� �����a���� (11) . H�w�v��, a�������� �� �h� �a�a �������� b� Ka�a�ba�ak� et al (11) a�� ����a��z�� �� Tab�� V (4), �h��� SNP� ����f� �h� b������ �������a� �f �������� fa����� �� ��ff����� wa��. ��3749166 (A allele) in CAPN10 strongly modifies the binding site of 3SS_U2 �������� ��ha���� �f a�����a��v��� �x������� �x�� 11 a��, �h��, �a� ��a� �� �h� ���������� �f ���� �ha� ��� �������� ������� �� AG h�����z������. B� �����a��, �� ��� h�����z������ state, rs5404 (T allele) in SLC2A2 modifies the response of �h� ESE �������� �� �h�� ��q����� �� ������/a�������-���h (SR) ��������, �a������a��� SR�40 a�� SF2/ASF (I�M-BRCA1) (26) . A� �h� �w� SNP� ����f� C�G ��q������, �h�� a��� ������b ���������� �����a���� f�� �h� h���z������ ��������� AA a�� TT (b�� ��� GG a�� CC, �� AG a�� CT ���������); h�w�v��, they do not introduce functionally significant single amino acid modifications (coding synonymous). Th� ������� �������, ����a��z�� �� F��. 2, �����a�� �ha� �h� ���� ��������v� �������� f�� T2D �� �h� f���� ���������� ����-����. I� a�����a��� w��h �h� ab�v�-��������� a�a�����, �h� h�����z����� ��3749166 a�� ��5404 ��������� a�� a��� ��ff��-����� a�����a��� w��h T2D. Ca������ �f �h� AG/CC �������� (heterozygous for rs3749166) are significantly more frequent a���� �h� T2D �a������ a�� �xh�b�� �a������a��� h��h ��v��� �f HbA1�, ���bab�� �����a���� ������a��� �� �ha��a������a� intervention for T2D. Similar findings regarding the negative �ff��� a�����a��� w��h �h� ����h���� �f �w� ��ff����� ���f���� hav� b��� �������� �������� �� a�����a���� w��h h�����z����� SNP� �a����� a�����a��v� ��������. F�� �xa����, T�a� et al (27) �������� a ���b�� �f ��������� a�����a��� w��h a�����a��v� �x�� �x�������� a�� ��������. I� a�������, K��zaw�k� et al (14) �������� �� �h� �ff��� �f ���������� SNP ��5030952 �� CAPN10, wh��h �xh�b��� a h�����z������ a�����a���� w��h ����-��a����a�� ��ab���� ��������.
B� �����a��, �h� �������� �f �h� a��a������ ��������v� ��5404 SNP (CT �������� �� SLC2A2) �� �������a��� a���-��a��� w��h �h� ����f��� �������� �f CT h�����z������ �� ��ff����� ������� (ba��� �� �h� �a�a f��� ESE ����� a�a����� a� least one novel ESE is formed, which significantly responds to SRp40 proteins). This appears to be particularly significant for �a������ �f �h� ��3749166 CAPN10 AG �������� (�h� ���b���� AG/CT �������� �� ��� T2D-a�����a���, a�� ��� �a������ �� ��� �xh�b�� �a������a��� h��h ��v��� �f HbA1�. Th� a�va��a�� �f ���������� �����a���� ���v���� b� �h� C a����� a��, �h��, �h� ESE �������� �a� b� ���� a���� TT h���z������. Th�� ����� b� a �����b�� �x��a�a���� f�� �h� ab����� �f TT h���z������ ���a������ �f �h� ���a��v��� h��h ���a� f��q����� �f �h� T a����� (21.28%, ���-M������a� ��������).
Th��� f������� ���v��� �h� h����h���� �ha� ���a����� ����f���� �h� �������� �� �������� �����a���� ���ha����� (���������� a�� ESE) �a� b� a�����a��� w��h ������ ���a��v� f�������a� �ha����, a�� �xh�b�� ������x, �������a� ����a�� a�����a����� (28) . P��v���� �ha� f�������a��� �����f��a�� ���������� SNP� a�� f��q���� (11), �h�� ���� �f ������� va��a���� �� �x������ �� hav� a ������ ���a�� �� ����a�� a�� �v�������.
A �aj�� �b��a��� �� ��v�����a���� ������x �a�h������a� ����������, ���h a� ���ab���� ��������, �� �h� ������� �����-��a����� �f �h� �����a���� fa����� ��v��v�� �� �h� �x�������� �f �����a����� ����������. R����� �v������ �����a��� �h� k�� ���� �f a�����a��v� RNA �x�������� �� ��v��������a� �ha���� (29) , a�� �h� ���������� �f ������ a�� ���-������ RNA ��q������. A���h�� fa���� �� �h� ������x ���������� ����f��a�����, wh��h �a� a��� ��a� �� �h� �x�������� �f ��ff����� RNA ���f����. Th� ������� ������� �����a�� ��k��� ��������� b��w��� ���������� ��������-�����a���� ���������� SNP�, wh��h ����f� �h� �������� �������a� �f �w� ��ff����� ������� ��a������-a�����a��� �����, a�� ��v�a� �ha� b����f��-�a��� a�a����� a�� �a��f�� ��v�����a���� �f �h� SNP� ����� ��v�����a���� �a� b����� a ��w��f�� ���� f�� ������f���� potentially significant genetic modifications with respect to ��������.
I� ����������, �h� ������� ��������� ab�v� �����a�� f�� �h� first time, to the best of our knowledge, the correlation and ����a�� a�����a���� �f �w� ���������� ���������� SNP�, wh��h �a������a�� �� �h� �����a���� �f �h� ������� ��a������ ������ a�� ��������� �x�����v��� ��������-a�����a��� ����-fications. Taken together, these results reveal that T2D is ��bj��� �� �������a���� b� ������x �������� ���ha�����, wh��h �a� �xh�b�� h�����z����� ����a�� a�����a���� �� ����������, ��������� �� �h� ��������-aff������ ������� va��a����. A ���a���� b����f���a��� a�a����� �f �h� �ha���� ���������� b� SNP� w���� fa�����a�� �h� �������a����� �f �h� ���a�� �f f�������a� �ha���� ���������� b� ������� va��a����.
